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る酵素である α 1,3-galactosyltransferase (GT)をノッ
クアウト (KO)することに加え、補体制御因子遺伝子
である human decay-accelerating factor (hDAF)およ
び N-acetylglucosaminyltransferase Ⅲ (GNT-Ⅲ)を同
時に発現する雄の遺伝子改変ブタ (D/G GT KO)を作









再生産出来ない雄の D/G GT KO ブタおよび健常な
雌の GT-KO ブタ由来の体細胞を用いて、クローン胚






体の出生時の体重 (1.2±0.1 kg)は D/G GT クローンブ
タ (0.8±0.1kg)に比べて有意に増加した。また、新生
 3 
仔期のキメラ胚由来ブタ 4 頭と、D/G GT KO クロー
ンブタ 2 頭の肝臓組織において 35 ヶ所の遺伝子のエ
ピジェネティック解析を行なった。その結果、D/G GT 
KO クローンブタで認められた２遺伝子 (Serpina1e, 
Nrli2)における DNA 高メチル化異常が、キメラ胚由
来個体ではWTブタと同等まで改善していた。D/G GT 
KO クローンブタ 9 頭は生後 1 週間以内に全て死亡し



















い、培養 5-6 日目に得られた胚盤胞を 2 匹のレシピエ
ント雌の子宮角に外科的に移植した。妊娠 113 日目に
胎仔を回収し、表現型を解析した。変異解析に供した
192 の細胞クローンの内、IL2RG KO 細胞が 1 ライン
得られた (0.5%, 1/192)。IL2RG KO 細胞を用いて作
製した核移植胚の体外培養における正常分割および胚
盤胞形成率は，それぞれ 76.4% (308/403)，および
55.8% (237/403)であった。発生培養 5-6 日目に得られ
た胚盤胞 199 個を 2 頭のレシピエント雌に移植したと






T 細胞、NK 細胞が欠損していた。ZFNs-mRNA と体
細胞核移植を組み合わせることにより、ゲノム挿入リ
スクなく IL2RG KO ブタを作出することが可能であ
った。続いて、IL2RG KO 細胞由来のクローン胚 (ホ
スト胚, オス)に対し、毛色が黒色の野生型ブタの細胞
で作製したクローン胚 (ドナー胚, メス)を用いて、胚
盤胞補完処理を施した。胚盤胞 124 個を 2 頭のレシピ
エント雌の子宮内に移植した結果、1 頭が出産し、合




細胞、NK 細胞が補完されていた。キメラ個体の T 細
胞、NK 細胞に対して PCR 解析をしたところ、それら
は WT 由来の遺伝子型を示した。また、キメラ個体の
T 細胞に対して、リンパ球幼若化試験を実施したとこ
ろ、キメラ個体の T 細胞の機能は WT ブタと同等であ
 4 
った。また、キメラ個体は WT ブタと同等の抗体産生
能を有していた。4 頭の IL2RG KO ブタは生後 0-12
日で全頭死亡したが、キメラ個体は 5 ヶ月齢を超えて、
順調に成長した。 
 
	 第六章では、以上の研究をまとめ、今後の課題と
展望について総括した。本研究を通じて、ブタ胚を用
いた凝集法によるキメラを作出するための基盤技術を
確立した。これを基盤として、多能性幹細胞の検証シ
ステムの構築、また、致死性の遺伝子改変ブタの救済
法を確立した。本研究の成果は、再生医療の実現に向
けた今後の研究に、重要な基礎的知見と、技術的基盤
を提供すると考えられる。 
